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(G4) Faseroptische MeBvorrichtung 



(55) MeBvorrichtung. f-.seroptische; Diagnostik, medizinische; Reagensphase; Element, optisch wirksames; 
Obertragungseigenschaften. optische; Lumineszenzeigenschaften; Reagenstrager; Indikatorsystem; Biokomponente 
(57) Die Erfindung betrifft eine faseroptische MeBvorrichtung zur Bestimmung von Stoffkonzentrationen. Die 
faseroptische MeBvorrichtung kann insbesondere in der medizinischen Diagnostik, z. B. bei i in vivo- oder .n 
vitro-Messungen, in der Umwelt- bzw. Nahrungsmittelanalytik und in der chemischen bzw. b.otechnolog.schen 
ProzeBkontrolle eingesetzt werden. ErfindungsgemaB ist die faseroptische MeBvorrichtung dadurch gekennze.chnet, 
ciaR 

- -r^inde-tons eine Faseroptik und mindestens eine Reagensphase ein optisches System bilden, 

- die Reagensphase optisch wirksames Element und/oder fluoreszierendes Element innerhalb des opt.schen 
SvstGms ist 

- die Reagensphase bei Einwirkung des Analyten ihre optischen Obertragungseigenschaften und/oder ihre 
Lumineszenzeigenschaften andert, 

- die Reagensphase aus einem Reagenstrager oder aus einem Reagenstrager, ,mmob,lis.erte(n) Biokomponente(n) 

und/oder Indikatorsystem besteht, 

- die Reagensphase in der faseroptischen MeBvorrichtung austauschbar positioniert ist und 

- ihre Positionierung reproduzierbar ist. 

Die Vorteile der erfindungsgemaBen faseroptischen MeBvorrichtungs-Prototypen bestehen darm, daB sie 
kostengiinstig und miniaturisierbar sind und daruber hinaus Analyt-spezif ische, leicht auswechselbare 
Reagensphasen aufweisen, wodurch nicht-reversible Indikatorreaktionen ausgenutzt werden konnen. 
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Patentanspruche: 



1 Faseroptische MeBvorrichtung zur Bestipimuno von Stoffkonzentrationen, bestehend aus 
Faseroptik und Reagensphase, optlsch gekoppelt in einer MeBanordnung mit einer 
LIchtmeBeinrichtung, die Strahlungsquelle(n), Lichtempfangeranordnung und 
RegistriereinrichtungumfaBt, gekennzelchnet dadurch, daB , eC . am .... 

- mindestens elne Faseroptik und mindestens elne Roagensphase ein opt.sches System Widen, 

- die Reagensphase optisch wirksames Element und/oder fluoresz.erendes Element innerhalb 

- dta'Sag^ des Analyten ihre optischen Obertragungseigenschaften 
und/oder ihre Lumineszenzeigenschaften Sndert, 

- die Reagensphase aus einem Reagenstrager oder aus Reagenstrager, immobilisierte(n) 
Biokomponente(n) und/oder Indikatorsystem besteht, 

- die Reagensphase in der faseroptischen MeBvorrichtung austauschbar positioniert ist und 

- ihrePositionierungreproduzierbarist. . ea , n 

2. MeBvorrichtung nach Anspruch 1, gekennzelchnet dadurch, daB die Reagensphase em 
Transmissionselement in Form einer Linse,eines Prismas oder ernes G.tters ist. 

3. MeBvorrichtung nach Anspruch 2, gekennzelchnet dadurch, daB die Reagensphase als L.nse d.e 

4. MeBvordchtung 9 ^ Anspruch 1, gekennzelchnet dadurch, daB die Reagensphase 
lichtundurchlassige und lumineszierende Reagensphase oder eine nach Einw.rkung des Analyten 

6. MeBvorrichtung nach Anspruch 1-5, gekennzelchnet dadurch, daB zwischen Reagensphase und 
einkoppe'nder Faseroptik optische Elemente, die keine Reagensphasen sind, e.ngebaut sind. 

7. MeBvorrichtung nach Anspruch 6, gekennzelchnet dadurch, daB die optischen Elemente Lmsen 
oder holoaraphische Linsen sind. , . 

8 MeBvorrichtung nach Anspruch 1 , gekennzelchnet dadurch, daB das optische System als 
R^ffeXnse ement einen Spiegel oder ein an einem Ende verspiegeltes Faseroptikstuck aufweist. 

9 MeBvorrichtung nach Anspruch 1-3 und 8, gekennzelchnet dadurch, daB d.e Reagensphase als 
Transm^sLse'lement die Form einer Kugel hat, der reflektierende Spiegel konkav ist , se.n 
Krummungsmittelpunkt im Zentrum der Reagensphasenkugel l.egt und die Reflexion in die 
einkoppelnde Faseroptik erfolgt(Fig.3). 

10. MeBvorrichtung nach Anspruch 9, gekennzelchnet da*, net, daB der Spiegel a uf eine an die 
Reagensphasenkugel passende Konvex-Konkav-Linse aus lichtdurchlass.gem Material 

11. M^BvoSch^ nach Anspruch 10, gekennzelchnet dadurch, daB das lichtdurchlassige Material 

12. SvoS 

Material auch oder anstelle der Reagensphasenkugel Biokomponente(n) und/oder 

13. SSKS'Snspruch 10, gekennzelchnet dadurch, daB die Konvex-Konkav-Linse mit 

TransmTssionse'lement die Form eines Gitters hat, das mit einem Spiegel hinterleflt st,^schen 
Reagensphase und einkoppelnder Faseroptik sowie zwischen Reagensphase und austoppalnder 
Faseroptik das gleiche optische Element zur Kollimation der von der Faseroptik ausgehenden 
SUahTung und zur Fokussierung der ref lektierten, spektral zerlegten Strahlung emgebau ist und 
die Reflexion ie nach Spektralfarbe in mehrere auskoppelnde Faseroptiken erfolgt (Fig.5). 

15. MeBvoStung nach Anspruch 1, gekennzelchnet dadurch, daB das optische Sys tern einen 
Laserresonator enthalt. vvobei die Reagensphase anstelle des akt.ven Mediums voriiegt 

16. MeBvorrichtung nach Anspruch 1-3, gekennzelchnet dadurch, daB die Reagensphase em 
Transmissionselement in Form einer Kugel mit Lumineszenzeigenschaften ist, als 
Reflexionselement ein Spiegel eingebaut ist, zwischen Reagensphase und einkoppelnder 
fttSX3«he9Elemen1 vorhanden ist und die Reflexion in die einkoppelnde Faseropt.k 
erfolgt (Fig.4). 
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17. MeBvorrichtung nach Anspruch 1-3, gekennzelchnet dadurch, da/5 das optische System kein 
Reflexionselet^ent enthSIt und aus einkoppelnder Faseroptik, kugelfSrmiger Reagensphase und 
auskoppelnder Faseroptik besteht 

18. MeBvorrichtung nach Anspruch 1, gekennzelchnet dadurch, daft die auskoppelnde Faseroptik 
Qradientenfasern, Faserbilndel oder Hohlfaserbtindel enthfilt. 

19. MeBvorrichtung naui Anspruch 1, gekennzelchnet dadurch, daB die faseroptische 
MeBvorrichtung die Form eines MefifOhters hat. 

20. MeBvorrichtung nach Anspruch 1-5 und 19, gekennzelchnet dadurch, daB die faseroptische 
MeBvorrichtung ein miniaturisierter, gegebenenfalls sterilisierbarer, MeBfuhler ist und die 
kugelformige Reagensphase einen Durchmesser kleiner 2mm hat. 

21 . MeBvorrichtung nach Anspruch 1 , gekennzelchnet dadurch, daB der Reagenstrager aus NH 2 - oder 
DH-funktionalisierten Glasformkorpern besteht, 

22. MeBvorrichtung nach Anspruch 1, gekennzelchnet dadurch, daB der Reagenstrager aus 
organischen Polymeren besteht. 

23. MeBvorrichtung nach Anspruch 22, gekennzelchnet dadurch, daB die organischen Polymere 
Polystyrolderivate, Polyacrylnitrile, Poly(meth)acrylate, Poly(meth)acrylamide oder 
Polyvinylalkohole sind. 

24. MeBvorrichtung nach Anspruch 1 , gekennzelchnet dadurch, daB der Reagenstrager aus 
makromolekularen Verbindungen besteht. 

25. MeBvorrichtung nach Anspruch 24, gekennzelchnet dadurch, daB die makromolekularen 
Verbindungen Kollagene oder Polysaccharidderivate sind. 

26. MeBvorrichtung nach Anspruch 23, gekennzelchnet dadurch, daB als Reagenstrager eingesetzte 
Polystyrolderivate Gel- oder Kanalstruktur und einen Polymervernetzungsgrad entsprechend 
8-0,5 Masseanteilen in % Divinylbenzol-Gehalt aufweisen. 

27. MeBvorrichtung nach Anspruch 1 und 21-26, gekennzelchnet dadurch, daB der Reagenstrager 
Kugelform besitzt. 

28. MeBvorrichtung nach Anspruch 1, gekennzelchnet dadurch, daB auf dem Reagenstrager ein 
Indikationssystem oder eine den Analyt erkennende und seine Umsetzung katalysierende 
Biokomponente (Reagensphasen-Grundtyp a) immobilisiert ist. 

29. MeBvorrichtung nach Anspruch 1 , gekennzelchnet dadurch, daB auf dem ReagenstrSger eine den 
Analyt erkennende und seine Umsetzung katalysierende Biokomponente und ein Indikatorsystem 
oder ein Indikatorsystem und eine die Indikatorreaktion katalysierende 3iokomponente 
immobilisiert sind (Reagensphasen-Grundtyp b). 

30. MeBvorrichtung nach Anspruch 1 , gekennzelchnet dadurch, daB auf dem Reagenstrager eine den 
Analyt erkennende und seine Umsetzung katalysierende Biokomponente, ein Indikatorsystem und 
eine zweite Biokomponente, die die Indikatorreaktion oder eine Analyt-verandernde Reaktion 
katalysiert, immobilisiert sind (Reagensphasen-Grundtyp c). 

31. MeBvorrichtung nach Anspruch 1, gekennzelchnet dadurch, daB auf dem Reagenstrager eine 
Analyt-affine Biokomponente oder eine Analyt-affine Biokomponente und ein Indikatorsystem 
immobilisiert sind (Reagensphasen-Grundtyp d). 

32. MeBvorrichtung nach Anspruch 28-30, gekennzelchnet dadurch, daB die Analyt erkennende und 
seine Umsetzung katalysierende Biokomponente ein Enzym ist. 

33. MeBvorrichtung nach Anspruch 32, gekennzelchnet dadurch, daB das Enzym eine 
Oxidoreduktase, ein NAD(P)-abhangiges Enzym oder eine Hydrolase ist. 

34. MeBvorrichtung nach Anspruch 33, gekennzelchnet dadurch, daB die Oxidoreduktase eine 
Oxidase, eine Peroxidase oder eine Dehydrogenase ist. 

35. MeBvorrichtung nach Anspruch 34, gekennzelchnet dadurch, daB die Oxidase Glucoseoxidase, 
Uratoxidase, Cholesteroloxidase, Glutamatoxidase, Alkoholoxidase, Cholinoxidase, 
Sarkosinoxidase, Xanthinoxidase, Aminosaureoxidase, Pyruvatoxidase, Malatoxidase oder 
Lactatoxidase ist. 

36. MeBvorrichtung nach Anspruch 30, gekennzelchnet dadurch, daB die zweite Biokomponente, die 
die Indikatorreaktion katalysiert, eine Peroxidase ist oder die zweite Biokomponente, die eine 
Analyt-verandernde Reaktion katalysiert, eine Hydrolase ist. 

37. MeBvorrichtung nach Anspruch 31, gekennzelchnet dadurch, daB die Analyt-affine 
Biokomponente ein immunchemisch aktiver Stoff ist. 
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38. Meftvorrichtung nach Anspruch 37, gekennzelchret dadurch, daft der immunchemlsch aktive 
StoffeineAntik6rperspeciesund/oderAntigenspeciesodereineHaptenpeciesist,wobeioinerder 

immunchemlsch aktiven Stoffe eln Indikatorsystem enthSlt. 

39. Meftvorrichtung nach Anspruch 28-30, gekennzelchnet dadurch, daft auf dem Reagenstrager als 
Indikatorsystem ein H 2 0 2 -indikatorsystem oder NAD(P)H oder NAD(P) oder ein Hydrolasesubstrat 
immobilisiertsind. „ , . 

40. Meftvorrichtung nach Anspruch 39, gekennzelchnet dadurch, daft auf dem Reagenstrager als 
H 2 Q 2 -lndikatorsystem Redoxmetallionen-(Farb-)Chelate oder p-Phenylendiamindenvate gemaft 
DD-WP 268474 immobilisiertsind. uj B «..#^m 

41 . Meftvorrichtung nach Anspruch 21-27, 29, 34, 35 und 40, gekennzetchnet dadurch, daft auf dem 
Reagenstrager eine H 2 0 2 -bildende Oxidase und ein Redoxmetallionen-Chelat oder eine H 2 0 2 - 
bildende Oxidase und ein p-Phenylendiaminderivat gemaft DD-WP 258474 immob.lis.ert s.nd. 

42. Meftvorrichtung nach Anspruch 21-27, 30, 33-36 und 40, gekennzelchnet dadurch, daft auf dem 
Peagenstragereine H 2 0 2 -bildende Oxidase, eine Peroxidase und ein p-Phenylendiaminderivat 
gemaft DD-WP 258474 immobilisiertsind. 

43. Meftvorrichtung nach Anspruch 21-27, 29, 30, 33-36 und 39, gekennzelchnet dadurch, daft auf 
dem Reagenstrager eine Cholesterolesterase und/oder Cholesteroloxidase und em (H 2 0 2 ) 
Indikatorsystem immobilisiertsind. 

44. Meftvorrichtung nach Anspruch 21-27, 31, 37, 38 und 40, gekennzelchnet dadurch, daft auf dem 
Reagenstrager ein p-Phenylendiaminderivat gemaft DD-WP 258474 und ein immunchemlsch 
aktiver Stoff mit H 2 0 2 -bildendem Markerenzym oder ein immunchemisch komplementares 
Stoffpaarmiteinom H 2 0 2 -bildenden Markerenzym an einem der immunchemisch aktiven Stoffe 
immobilisiertsind. 



Hierzu 9 Seiten Zeichnungen 



Anwendungsgoblet der Erf Indung 

Die Erfindunabetrifft eine faseroptische MeBvorrichtung, die insbesondere auf Gebieten angewendetwlrd.wo 

oder In-vitro-Messungen. aber auch die Umwelt- bzw. Nahrungsmittelanalytik, diechemlsche bzw. b.otechnologischo 
ProzeBkontrolle in Frage. 



Charakterlstikdes bekannten Standes derTechnlk 



DieEntwicklungvonoptischen(Bio-)Sensorengehtimwesentlichenin7weiZielrichtungen: .. b „j„«n, 

1. zu SaturlJierten MeBfuhlern fur In-vivo- bzw. In-vitro-Messungen auf dem Gabiet dar mediz.n.schen D.agnosbk oder fur 
In-situ-Messungen bei derchemischen bzw. biolechnologischen ProzeBkontrolle und 

2. zuDurchfluBmeBzellenfarFlieriiniektionsanalvsen(FIA)-Ger8ten. B ..-» m fc.« , r in 
Die bekannten Sensorkonzepte basieren auf dem Prlnzip, daB meist eine polymere oder makromolekulare Reagensphase z^B. in 
Form eine" Schicht einer Membran oder einer Indikatorreaktionskammer, an der Spitze (am Ende) oder am Ort. der nternen 
Re gion einar Faseroptik fast fixiart ist. Die Reagensphase enthfilt eine Biokomponente z B. erne Enzyrnspec.es eine 

AntiSpe^ 

Sensoren durch unterschiedliche Reagensphasenformen und durch die Art Ihrer festen Fixierung an die Faseroptik 
JS^M^M^BATmm 2 AT 382467, AT 385360, AT 387466 oder s.z.B. bei O. S. WOLFBEIS, „Fibre-opt.c sensors in 

^tar^^.CRCCritlGal Reviews Anal. CMm.. Vol.19. 135ff. |1988|; A.J. GUTHRIE u.a. ..Opt.cal f.bres in chemical sensmg 

toW^nS^^*^ «■* * -vorteilhaft, wenn die analytischeProb.emstel.ung im 
Exlemfall nu ^einmal g Sw kurzzeitig nutzbare Reagensphasen gestattet. d.h. ein Reagensphasenwechsel nach emer bzw. 
Sgen Beat ^mmulSSn erfordarUch ist. Ein so.cher Fall liegt haufig vor.z.B. wenn fur den "b^^^ 1 ^ 
le nicht-reversibla Indikatorreaktion bekannt ist. Dazu zShlen alle Reagenzien-verbrauchenden Ind.katorreaktionen und 
solche, die, wie z. B. immunchemische Reaktionen (Immunosensoren) auf einer Aff m.tatsreaktior. basieren. 

Schwierigkeiten vor allem darin, Reagensphasen zu entwickeln, die ausschlieBlich auf die zu best.mmende Stoffkonzentrat.on 
SSo P ?i che E^enscharisanderung ansprachen und daruber hinaus dieoptische Eigenschaftsanderung revers.bel .st. 
Weitaro Problembeispiele sind Reagensphasen, die nur kurzzai.ig stabile Biokomponenten enthalten, oder ^<£™>. 
Zgenzienauswascheffekten odar durch Analysengut-bedingte optische Storeffekte nach e.nmal.ger bzw. kurzzeltiger 
Benutzung unbrauchbar werden. 
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Zfotder Erf Inching 

Ziel der Erflndung 1st es, kostengOnstige, faseroptische (Blo-)Sensor-Prototypen zu entwickeln, die mlniaturlslerbar slnd 
elne Analyt-spezlfische und auswechselbare Reagensphasaaufwelsen. 



Darstellung dos Wesons der Erflndung 

Die Erflndung betrifft eina faseroptische MeBvorrichtung zur Bestimmung von StoHkonzentrationen, bratohend I aus Faserop Jk 
und Zgensphase. optlsch gekoppelt in olner MeBanordnung mit einer LIchtmeBetnrichtung, welche die Strah ungsq .ella n). 
UchtVmSfttngarano^ 

gekennzelchnet, daB 

- mlndastenselne Faseroptlk und mlndestenaelno Reagensphasa olnoptlschea System bilden, 

- X Reagensphase optisch wirksames Element und/oder fluoreszierendes Element innerhalb des optischen Systems .st, 

- die Reagensphase belEinwirkungdesAnalytan ihre optischen Ubertragungselgenschaften und/oder ihre 

- d rRCnsSas" 
Indlkatorsystem besteht 

- die Reagensphase in der faseroptischen MeBvorrichtung austauschbar positioniert ist, 

- ihre Positionierung reproduzierbar ist. ... 
Elne bevorzugte Ausf uhrungsvariante der faseroptischen Mefivorrichtung ist ein mlniaturisierter, gegebenenfalls 
sterlllsierbarer, MeBfOhler, der nach Austausch der Reagensphase oder der Reagensphase und Te. en des optischen Systems 
den emeuten Einsatz des MefifOhlers gestattet. Die Erfindung stellt eina Prinziplfisung fOr faseroptische Sensor-Prototypen mit 

In Linsen- Oder Prismenform, durch Immobilisierung einer oder mehrerer Biokomponenten, d.e durch den Analyt vorgegeben 
slnd, und/oder elnes Indikatorsystems. Als Reagenstrager kommen z.B. organlsche Po ymere oder makrorvo ekular > 
Verbindungen zum Einsaatz, die von vornherein optisch wirksame Formen, z.B. Kugellinsen, b.lden konnen, und d.e elne 
Aufnahmefahigkeitfiir Biokomponenten und/oder fur Indikatorsysteme aufweisen. Anwendung finden Polymere w.e 
PoyXoWeri^ 

makromolekulare Verbindungen, wie Kollagene, Polysaccharldderivate, Epox.dharze u. a. Die ReagenstrSger weroen In 
Kugellinsen-Form vorzugrweise mit einem Durchmesser von 0,5 bis 2 mm eingesetzt. Die Reage ^""^^"J*"^ 
nachErfordernlshinsichdichdesMiniaturlsierungsgradesauchklelnerals0.5mmodergroBerals^^ 

werden bevorzugt Polystyrolderivat-Kugelh oder NH 2 - bzw. OH-funktionallsierte Glaskugeln als Reagenstrager e.ngesetzt, weil 
diese Verbindungen folgende Vorteile in sich vereinen: 

- Immobilislerungsmoglichkeit von Biokomponenten und/oder Indikatorsystemen, 

- Mdglichkeit der Bildung von Formen, wie Kugellinsen, mit optisch wirksamen Eigenschaften, wie z. B. 

- belstabilerund J^prodSerbarer Positionierungsmc-glichkeit untert> P tlschen Kopplungsbedingungen (auch bei hohem 
Minlaturisierungsgrad), z.B. in (Combination mit Faseroptiken, 

Die" V r o?be^ I* den erfin.ungsgemaBen Einsatz erfolgt ausgehend von NH r oder OH- 

funktionalislerten Glaskugeln unter Anwendung der fOr GI8ser Oblichen Immobilislerungspraktiken, z. B. ubereine 
Aminopropyltriathoxysilanisierung, zwecks Fixierung von Biokomponenten und/oder von lndileator«y«omon. Bei dor 
XfungsgemSSenA^^ 

wenn man bei Gel- oder Kanelstruktur der Formkdrper, vorzugswe.se Kugellinsen, von untersch.edl.ch e n Pol»w»r- 
VernetTungsgraden ausgeht. Der Vernetzungsgrad kann je nach analytfscher Problemste lung bzw. Molekulg 8Be der zu 
ImmobillsKenden Stoffe einem 8 bis 0,5 Massenanteiten in % Divinylbenzol(DVB)-Gehalt entsprechen. Dabel werden 
Polystyrole mit vorzugsweise folgenden chemischen Modifizierungen eingesetzt: 

und/oder Carbonsaure-Gruppierungen bzw. anderen elektrisch negatlv geladenen Grup^ngefl ™*'°** r 
aromatischen bzw. aliphatischen NH r Gruppierungen (bei einer Spacergruppenl&nge entsprechend 1 bis lOC-Atomen), 

- Ammonium-Bf H-)Gruppierungan oder anderen elektrisch positiv geladenen Gruppierungen und/oder aromatischen bzw. 

Bei der Bereitung der erfindungsgemaBen Reagensphasen werden in Abhangigke. von strukturel en G**"^™ J 0 "" 
Snmobilisierenden Stoffe und der eingesetzten Reagenstrager die Oblichen tom<M,s*wwp n taton,™B*^^r 
e?e£rostatischeBeladung^^^ 

ausgehend von den Reagenstlragerkugeln (P) als Grundbaustein, von Biokomponenten und/ oder '"d^W*"™ 
weitaehend nach dem „Baukasten"-Prlnzip bereitet und die Reagensphasen als opt.sch. wirksames „Wegwerf -Element in 

beinhaltet folgende Reagensphasen-Grundtypen a) bis d): 

a) P (Indikator) oder P (Biokomponente) 

b) P (Indikator, Biokomponente) 

c) P (Indikator, Biokomponente <1),Biokomponente<2^) 

d) P (Analyt-affine Biokomponente) oder .„„ . rilfH . n 

P Analyt-affine Biokomponente, Indikator), wobei P den Reagenstrager und der Klammerausdruck den 

Immobilisierungszustand symboliaieren. So ist der Reagensphasen-Grundtyp a) dadurch gekennze.chnet, daB auf dem 
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Reagenstrager ein Indikatorsystem odor eine den Analyt erkennende und seine Umsetzung katalysierende Biokomponente 
Immobllisiert 1st. Belm Reagensphasen-Grundtyp b) sind auf dem Reagenstrager elne den Analyt erkennende und seine 
Umsetzung katalysierende Biokomponente und eln Indikatorsystem oder ein Indikatorsystem und eine die Indikatorreaktion 
katalysierende Biokomponente immobllisiert. Der Reagensphasen-Grundtyp c) ist dadurch gekennzeichnet, daft auf dem 
Reagenstrager eine den Analyt erkennende und seine Umsetzung katalysierende Biokomponente > 1 ]<, ein Indikatorsystem und 
elne zweite Biokomponente > 2<, die die Indikatorreaktion oder eine Analyt-verfindernde Reaktion katalyslert, Immobilisiert sind, 
Beim Reagensphasen-Grundtyp d) sind auf dem Reagenstrager elne Analyt-afflno Biokomponente oder eine Analyt-affine 
Biokomponente und eln Indikatorsystem immobilisiert. 

Da es sich bei der erfindungsgemaften Lfisung urn faseroptlsche <Bio)Sensor-Prototypen mit auswechselbaror Reagensphase 
handelt, konnen die Indikatorreaktlonen prinziplell reversibol oder nicht reversibel, d.h. unter Verbrauch des Indikators bzw. in 
einer Affinitatsreaktion, verlaufen. Dementsprechend werden die Reagensphasen-Grundtypen a) bis d), vorzugsweise in 
Kugellinsenform, unter Verwendung elner bellebigen Indikatorreaktion elngesetzt. Beispielswelse finden Anwendung 

- H>Orlndikator$ysteme bei optischer EigenschaftsBnderung durch \-abh8ngige Uchtschwachung oder Lumineszenz, 

- NAD(P)H oder NAD(P) als Indikatorsystem bei X-abhangiger (X « 340,360nm) optischer EigenschaftsSnderung oder 
Lumineszenzoder tl 

- optlsch vermeftbare Hydroiasensubstrate bei X-abruingiger optischer Eigenschaftsanderung oder gegebenenfalls 

Die bTiden Reagensphasen-Grundtypen a) bis c) gegebenenfalls eingesetzten Biokomponenten dlenen nach bekanntem 
Funktionsprlnzipeines Biosensors der „Analyt-Erkennung" (Nutzung des Biokomplementaritats-Prinzips), d.h., die 
Biokomponente ist durch den Analyt vorgegeben. Anwendung finden beispielswelse Enzyme, wie Oxidoreduktasen, NAD(P)- 
abhangige Enzyme oder Hydrolases die den Analyt als ihr Substrat „erkennen", seine Umsetzung katalysieren und dabei 
gegebenenfalls durch eine nachfolgende Indikatorreaktion eine optische Eigenschaftsanderung oder elne Lumineszenz 
erzeugen oder Idschen. . , A , , 

Als Oxidoreduktasen werden z. B. Peroxidasen oder Oxidason, z, B. H 2 0 2 -bildende Oxidase n, elngesetzt. Letztere katalysieren die 
Umsetzung ihrer Substrate (= Analyte), wie z.B. Glucose, HarnsSure, Cholesterol, Glutamat,Alkohol,Cholin,Sarkosin,Xanthm, 
Aminosauren, Pyruvat, Malat, Lactat, Cytochrom, wobei ein entsprechendes Produkt und H 2 0 2 gebildet werden. Des weiteren 
werden als Oxidoreduktasen Dehydrogenasen eingesetzt, die die Umsetzung entsprechender Substrate (= Analyte), wie z.B. 
Alkohol, Lactat, Malat, Isocitrat, unter Bildung von Produkt und NAD(P) oder NAD(P)H katalysieren. 

Im Reagensphasen-Grundtypc) kommen als zweite Biokomponente Hydrolasen, z, B. Esterases als Analyt-verandernde Enzyme 
zum Einsatz, wobei ein entsprechender Analyt z. B. aus seinem fur eine Nachweisreaktion unzuganglichen Ester freigesetzt wird. 
So werden im Reagensphasen-Grundtyp c) als Analyt-verandernde Biokomponente z. B. Cholesteroiesterase und als 
Analyterkennende Biokomponente Cholesteroloxldase in Verbindung mit einem H 2 0 2 -Indikatorsystem eingesetzt. Andernfalls 
dient im Reagensphasen-Grundtyp cj elne zweite Biokomponente als Katalysator der Indikatorreaktion, z. B. Peroxidase- 
katalysierte H 2 O r tndikatoi reaktion, wShrend eine Oxidase als Analyt-erkennende Biokomponente durch Umsetzung des 
entsprechenden Oxidasesubstrates (als Analyt) H 2 0 2 erzeugt. 

Reagensphasen-Varianten, wie P (Indikator), des Grundtyps a) werden gegebenenfalls unter Zusatz einer Biokomponente zum 
Analysengut und im Falle P (Biokomponente), gegebenenfalls unter Zusatz elnes Indikatorsystems zum Analysengut bei der 
Bestimmung von Analyten angewendet, die Substrate der eingesetzten Biokomponente sind. Weiterhm erfolgt bei Einsatz der 
Reagensphasen-Variante P (Indikator) und unter Zusatz eines Enzymsubstrats,z. B. Lactat, die Bestimmung des entsprechenden 
Enzyms, z. B. Lactatdehydrogenase. Eine Reagensphase entsprechend P (Indikator) wird auch fur die Bestimmung z. B. einer 
Hydrolase verwendet, wenn als Indikator ein entsprechendes optisch vermeRbares Hydrolasensubstrat eingesetzt wird. 
Im Falle des Einsatzes von Reagensphasen-Grundtyp d) finden Analyt-affine Biokomponenten Anwendung, die z. B. 
immunchemisch akdv* Stoffe, wie Antikorperspecies (Ak), Antigenspecies (Ag) oder Haptenspecies (Hp) sind und in einer 
Affinitatsreaktion das Jeweilige immunchemische Komplement (Ak-+ Ag oder -> Hp bzw. Ag -> Ak) als Analyt erkennen und 
binden, was bei Anwendung der immunchemisch ubhchen l^^^ 

Indikatorsystem oder Protein-(Tryptophanrest-)inherente Fluoreszenzanregung an Ak und/oder Ag, 

analytkonzentrationsabhiingig optisch signalisiert wird. So konnen auf dem Reagenstrager ein p-Phenylendiamlnderivat gemaB 
DD-WP 258474 und ein immunchemisch aktiver Stoff mit H 2 0 2 -bildendem Markerenzym oder ein immunchemisch 
komplementares Stoffpaar mit einem H 2 0 2 -bildenden Markerenzym an einem der immunchemisch aktiven Stoffe immobllisiert 
sein D ; e meisten der bekannten Indikatorreaktionen verlaufen nicht reversibel, was ein Auswechseln der Reagensphase nach 
einmaligem oder mehrmaligem Gebrauch erfordert. Gegebenfalls sind die Reagensphasen regenerierbar. Letzteres kann im 
Falle einer Redox-lndikatorreuktion, z. B. bei Einsatz eines H 2 O r lndikatorsystems erfolgen, wo die Reagensphase durch eine 
geeignete Redoxreaktion (in der faseroptischen Meftvorrichtung oder aufterhalb) nach dam Gebrauch in den 
Meftausgangszustand uberfuhrt wird. EineReagensphasen-Regenerierung ist jedoch von Fallzu Fall unzweckmfiftig. Die 
E findung schliefct selbstverstondlich auch den Einsatz von Reagensphasen ein, die auf einer „reversiblen ' Indikatorreaktion 
basieren. Beispielswelse sind Reagensphasen des Grundtyps a) bei Einsatz bekannter pH-lndikatoren fur die pH-Anzeige 
anwendbar. Ebenfalls werden 0 2 -Indikatoren, die auf dem bekannten Fluoreszenzloschungs-Prinzip basieren, in Form der 
Reagensphasen-Grundtypen a) bis c) fur die Bestimmung 0 2 -verbrauchender Systeme, z.B. Oxidase/Substrat-Systeme, 
angewendet. Das der Erfindung zugrundeliegende Prinzip soli im folgenden anhand von Ausfuhrungsvarianten naher erlautert 

Beisplelsweise werden Reagensphasen nach DD-WP 258474, oder Reagensphasen, die auf der Anwendung Reagenstrager- 
immobilisierter Redoxmetallionen-(Farb-)Chelaten basieren, fur diefaseroptische Bestimmung entsprechender Redoxanalyte 
oder in Kombination mit einer H 2 0 2 -bildenden Oxidase zur Bestimmung von Oxidasesubstraten eingesetzt. Die Bestimmung 
verlauft nach folgendem Reaktionsschema: 

ANALYT + 0 2 OXIDASE Produkt +H 2 0 2 

Oxidasesubstrat) 
HjOj INDIKATORSYSTEM (0ptischesSjgnar 
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Dabei warden Reagensphasen, die auf der Anwendung von Redoxmetalllonen- (Farb-) Chelaten basieren, aus chemlsch 
reaktiven oder elektriscch geladenen Chelatderlvatan und entsprechend reaktlven cder elektriach entgegengesetzt geladenen 
Reagenstrfigern Oder durch elne andere geeignete bekannte Immobllislerungsprozedur bereltet. Reagensphasen nach 
DD-WP 258474 be9tehen im wesentlichen aus Roagenstrfigor Immobillslerten p-Phenylendiaminderivaton oder deren oxidativen 
Kupplungsprodukten. Dabel werden vorzugsweise Polystyrolderlvat-Kugeln als Reagenstrflger elngeaelzt. Beispielsweise 
werden Reagensphasen nach Typ a Im einfachsten Falle aus elnem Qemisch von Polystyrolderivat-Kugeln (Durchmesser: 0,6 bis 

2 mm) mit negaiiv geladenen Gruppen, z. B.-S§ 3 # und elner 1 bis 100mmolaren L6sung von N,N-dlsubstitulertem 
p-Phenylendiamonlumderivat (der Formel III In DD 258474) inz. B. 0,2 n Na-acetat-Puffer (pH4) nach 30 bis 90 Mlnuten SchOtteln 
erhalten. 

Die Reagensphasen werden erfindungsgemaR fttr die Bestimmung von Redoxanalyten, wie H 2 0 2 oder ein H 2 0 2 -bildendes 
System, z,B. ein Oxldasesubstrat unter Oxidase-Zusatzzum Analysengut, eingesetzt. Eine AusfOhrungsvariante des 
Reagensphasen-Grundtyps a) ist die, dali auf dem ReagenstrSger ein H 2 O r lndikatorsystem, z. B. ein Redoxmetallionen-Cheiat 
oder ein p-Phenylendiaminderivat gemaB DD-WP 258474 Immobillsiert ist. Bel einer Ausftihrungsvarianto des Reagensphasen- 
Grundtyps b) 1st auf dem ReagenstrSger eine H 2 0 2 -bildende Oxidase und ein Radoxmetallionen-Cholat oder eine H 2 0 2 -bildende 
Oxidase und ein p-Phenylendiaminderivat gemafi DD-WP 258474 Immobilislert. Die Bereitung einer Reagensphase nach Typ b 
erfolgt ausgehend von Polystyrolderivat-Kugeln, die (wie oben beschrieben) mit einer 5 bis 100 mmolaren N,N-disubstitulerten 
p-Phenylendiamoniumderivat-Lasung behandelt wurden, durch nachfolgende 1- bis 2st0ndige Behandlung mit einer Oxidase- 
Losung, z. B. Glucoseoxidase- (GOD-) L6sung (1 OOOU/ml), in Wasser. Die dabei oro Reagensphase erzielte Enzymaktivitat hangt 
auSer von der Enzymspecles wesentlich vom Polymer-Vernetzungsgrad des Polystyrolderivatos und von weiteren strukturellen 
Gegebenheiten sowie vom p-Phenylendiaminderivat-Gehalt der Reagensphasen-Kugeln ab. 

SchlieSlich lafct slch ausgehend vom Reagensphasen-Grundtyp b) auch Reagensphasen-Grundtyp c) durch Behandlung mit 
einer Peroxidase-Lttsung (500 U/ml) in Wasser bereiten. Reagensphasen des Grundtyps c) lassen slch auch bereiten, wenn man 
den Reagensphasen-Grundtyp a), der ein p-Phenylendiamlnderivat enthalt, zuerst mit Peroxidase (Reagensphasen-Grundtyp b)) 
und anschliefcend mit einer Oxidase-Ldsung, z. B. Glucoseoxidase-Losung, behandelt. Damit liegen, wie fdr das Beisplel Enzym 
beschrieben, folgende Reagensphasen-Varlanten vor: 

1. ) P (Ind.) oder P(Oxidase) 

2. ) P (Ind., Oxidase) 

3. ) P (Ind., Peroxidase) 

4. ) P (Ind., Oxidase, Peroxidase), wobei Ind. ein H 2 0 2 -lndikatorsystem symboiisiert. 

Die Reagensphasen-Varianten 1 bis 4 werden prinzipiell fur die Bestimmung von Analyten, die Oxidasensubstrate sind oder die 
z. B. durch ein Analyt-verSnderndes Enzym zu einem Oxidasensubstrat umgesetzt werden, eingesetzt (s. Beispiele 4 und 5). Dabei 
ist im Falle der Varianten P(lndikator) und Pflndikator, Peroxidase) der Zusatz einer entsprechenden Oxidase zum Analysengut 
erforderlich. 

Die Varianten P(lndikator) und P((ndikator,Peroxidase) werden unter Zusatz eines jeweiligen Oxidasensubstrats zum 
Analysengut auch fur die Bestimmung entsprechender Oxidasen angewendet. Bet Einsatz der Varianten 3 und 4, die Peroxidase 
enthalten, verlauft die Indikatorreaktion auf Grund der Peroxidase-Katalyse erheblich schneller verglelchsweise zu den 
Varianten 1 .) und 2.). Die Reagensphasen-Varianten 1 .) bis 4.), die auf der Grundlage des DD-WP 258474 bereitet werden, 
sprechen bei A = 520 und 560 nm auf H 2 0 2 - bzw. Oxidasesubstrat-Konzentrationen durch LichtschwSchung und durch eine 
Lumineszenzldschung der Reagensphase an. Die Reagensphasen sind durch kurze Behandlung mit einem geeigneten 
Reduktionsmittel, z.B. Ascorbinsaure, leicht regenerierbar und dann fur einen erneuten Einsatz berelt. 
Wie fOr das Glucoseoxidase/Glucose-Systembeispiel beschrieben, werden ausgehend von den oben angefuhrten 
H 2 0 2 -Indikatorsystemen analoge Reagensphasen-Varianten 1.1 bis 4.) fur weitere, oben genannte Oxidase/Substrat-Systeme 
nach dem „Baukasten"-Prinzlp bereitet und erfindungsgemSG eingesetzt. 

Mit den beschriebenen Reagensphasen liegt im Sinne der Optik ein Material vor, das die optischen Eigenschaften, z. B. 
Absorbtion, Brechungsindex, Polarisation und eingeschr^nkt auch Volumenanderung, bei Einwirkung des Analyten Sndern 
kann, das abar auch unter Einwirkung von Licht oder auf chemischem Wege Lummeszenz zeigen kann. Daher ist es einer der 
erf indungsgemafJen Grundgedanken, der Reagensphase elne Form zu geben, da& sie mit ihren verSnderlichen Eigenschaften 
altein oder in einer Kombination mit anderen optischen Elementen die Ubertragungseigenschaften des damit gebildeten 
optischen Systems, das durch eine (einkoppelnde) Faseroptik mit Licht versorgt wird, verandert und daB diese geanderten 
Uberragungseigenschaften durch eine geeignete MeBanordnung als optische Signalstarke vermessen werden. Die Kombination 
der Reagensphase mit anderen optischen Elementen, wie Linsen, holographische Linsen, kann z. B. zwischen Reagensphase und 
einkoppelnder und/oder auskoppelr 1er Faseroptik erfolgen. Des weiteren weist das optische System z. B. im Falle der 
Ausfuhrungsvarianten nach Fig. 6 und 7 ein Reflexionselement, wie einen Spiegel oder ein an einem Ende verspiegeltes 
Faseroptikstuck, auf. Als Faseroptik werden ubliche (Quarz-) Giasfasern oder Kunststoffasern sowie Gradientenfasern, 
FaserbOndel oder Hohlfaserbiindel verwendet. 

Die Reagensphase wird vorzugsweise als Transmissionselement eingesetzt. Dabei sind folgende Formen fur die Reagensphase 
geeignet: Linse, Prisma mit Entartung zur Planplatte oder eine Phasenreliefgitterstruktur sowohl fur die Ausbreitung von Raum- 
als auch von Schichtmoden. 

Unter den verschiedenen Linsenformen sind vorteilhaft Kugellinsen zu verwenden, da sie bei beabsichtigter Minlaturisierung 
klein und kostengunstig hergesteilt werden kbnnen und bei den Aperturen tiblicher Faseroptiken noch keinen altzu grofSen 
Offnungsfehler aufweisen, Prismen sowie Transmissionsgitter mit hinterlegtem Spiegel sind etwas weniger kostengdnstig als 
Kugeln herzustellen, sie eroffnen aber die Moglichkeit, einfallende Strahlung spektrai zu zerlegen und die verschiedenen Farben 
auf verschiedene MeSkanale *u verteilen. Die nachweisspezifische Wirkung der Reagensphase beeinfluBt dabei die 
Spektralverteilung. Fig.3-5 zeigen Prinzipskizzen ausgewahlter optisch wirksamor Reagensphasen-Anordnungen. Die 
Verwendung der Reagensphase in Form einer Kugeliinse ist in Fig. 3 erlautert. Das von der erregenden Faseroptik 1 durch deren 
Endflache 2 ausgehende Lichtbundel 3 wird durch die als Kugeliinse ausgestaltete Reagensphase 4 mit der Hauptebene 5 auf die 
Oberflache 6 eines Konkavspiegels mit dem Krummungsmittelpunkt Im Mittelpunkt der Reagensphase 4 abgebildet. Die 
riickgespiegelte Abbildung ergibt sich wieder auf der Endflache 2 der Faseroptik 1 und das zuriickgeleitete Licht steht nach 
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Durchlauf durch elnen X*Verzwelger els MeBsignal zur VerfQgung. E(na Absorptions8nderung Infolge Stoffnachwelsos in 4 
macht sich ais IntensitStsflnderung Im MeBslgnal bemerkbar. Eino Brechungslndexanderung 1st ebonfalls im MeGsignal 
festzustellen, well slch die Brechkraft der Llnse 4 Bndert und die aufeinander foigendon Fehlfokussierungen zuerst von 2 nach 6 
und dann von 6 nach 2 das in 1 eingekoppelto Signal erhobllch schwachen, Es iat festzustellen, daG die gezelgte Anordnung urn 
den Faktor 4 gegenUber Brechungslndexanderungen empfindlicher 1st, als dlejenige,die sich orglbt, wenn sich 2 im Brennpunkt 
von 4 befindet und das bei 6 ankommende kollimierte BCIndel durch einen Planspiegol reflektiert wird, In der gezeigten 
Anordnung 1st anstelle von 6 auch ein Planspiegol mdglich, aber der Konkavspiegel entlastet die Toleranzforderung bezGglich 
einertransversalen Verschiebung von 1. Bel gleichzeitiger Messung von Absorption und Brechungslndexanderung 1st es 
vorteilhaft, die kjgellinse 4 von varschiedenen Rlchtungen und in verschledenen Abschnltten zu durchstrahlon und die 
Ergebnlsse In getrennten KanBlen aufzuzeichnen. Dann ist 6 durch einen Planspiegel zu ersetzen und In der Ebene von 2 
verschiedenen einkoppelnde Kanflle In Form von Faserenden und auch mehrere Kanfile fu> die Messung des rtickgestreuten 
Lichtos anzuordnen. Bei stSrkerer Verspiagelung der Endf ISche 2 entsteht beispielswelse zwischen 5 und 1 ein optischer (Laser-) 
Resonator, dessen Resonanzverhalten slch stark mit den optlschen Elgenschaften der Reagensphase 3 andert, was elne 
Auswirkung auf das Meftsignal in der Faseroptik 1 hat. Es ist dem Fachmann klar, dali die ganze Vielfalt von 
Resonatoranordnungen, mit der entsprechenden Form der Reagensphase anstelle des aktiven Mediums elngebracht und tiber 
die Obliche GauBstrahlenkopplung an die einkoppelnde Faser angeschtossen, hler Anwendung finden kann, Die optisch 
wlrksame Reagensphasen-Anordnung gemflB Fig. 3 beinhaltet auch die Mflgllchkelt, daS der Spiegel auf elne auf die 
Reagensphasenkugel passende Konvex-Konkav-Llnse aus lichtduroht&sslgem Material, z.B. elastischem Gle&harz, aufgebracht 
ist. Das lichtdurchiassige Material kann auch oder anstelle der Reagensphasenkugel Biokomponente(n) und/oder 
Indikatorsystem enthalten. Des welteren kann die Reagensphase mit der Konvex-Konkav-Linse verbunden seln, oder der Raum 
zwischen Spiegel 6 und Reagensphase 4 1st mit einer zweiton Reagensphase oder einem elas»ir ohen durchstchtlgen Harz 
ausgefullt, so daft Spiegel 6, Harz und Reagensphase 4 als eine Wegwerfeinheit benutzt werden. 

In Fig.4 ist eine Anordnung eriautert, die zweckmaBig ist, wenn die Reagensphase 10 im gesamten Volumen infolge Erregung 
durch das von der einkoppelnden Faser 7 Uber die Optik 9, die keine Reagensphase ist, auf 1 0 gelenkten Lichtes Lumineszenz 
zeigt. 

In Fig.4 ist die Reagensphase ein Transmissionselement in Form einer Kugel mit Lumineszenzeigenschaften, als 
Reflexlonselement ist ein Spiegel eingebaut, zwischen Reagensphase und einkoppelnder Faseroptik ist ein optisches Element 
vorhanden, und die Reflexion erfolgt in die einkoppelnde Faseroptik. Der Konkavspiegel 1 1 reflektiert einen Teil der 
Lumineszenzstrahlung, die zusammen mit der riickwarts emittierten Strahlung liber 9 wieder durch die Endfiache 8 in 7 
eingekoppelt wird. Kierbei ist die Reagensphase 10 in den Dlmensionen mbglichst bis auf den Durchmesser der 
Faseraustrittsfl8che 8zu verringern, damit ein hoher Lichtleitwert erreicht wird. Die Gestaltung eines Resonators mit einer 
lumineszierenden Reagensphase kann bis zum Nachweis entsprechender Laserimpulse fuhren. 

Die VerwendungeineralsTransmlssionsgittergestaltnten Reagensphase 14istinFig.5dargestellt. Die Reagensphase 14 ist mit 
einem Spiegel 15 hinterlegt. Die von der Faseroptik 12 ausgehende Strahlung wird durch die hier als Kugellinse dargestellte 
Optik 13 kollimiert und an der Kombination Reagensphase 14 und Spiegel 1 5 durch Beugung spektral zerlegt. Die als kollimierte 
BQndel verschiedener Richtung vorliegenden Spektralanteile gelangen nach Fokussierung durch 13 hier belspielsweise auf die 
drei Faseroptiken 16, 17 und 18 mit denen die Me&vorrichtungen fQr belspielsweise 3 Farben angesteuert werden. Wenn die 
Reagensphase 14 ihre optischen Eigenschaften andert, so werden die Kanaie 16, 17 und 18 mit unterschiedlich sich andernden 
Intensitaten angesteuert. Damit entfailt die Notwendigkeit des von aufXen ankommende Licht monochromatisch 
durchzustimmen. Hier geniigt WeiBlicht. Die Reagensphase 14 kann selbstverstandllch auch als Prisma gestaltet werden. Die 
spektraleZerlegung ist auch InTransmission durch die Reagensphase hindurch mit einer zweiten, das MeGsignal aufnehmenden 
Faseroptik moglich. Es entspricht dem hier dargelegten Prinzip, dafc die ROckspiegelung in die einkoppelnde Faseroptik 
unterlassen werden kann und die optische Abbildung bis in eine das Licht ableitende Faseroptik gefOhrt werden kann. Weiterhin 
laBt sich mit den Abbildungen ein Nachweis von Polarisationsanderungen verbinden. 

Alle angegebenen Prinzipldsungen sind auch als zweidimensionale optische Schemata ausfuhrbar in der Form, da8 in 
fiachenhaft ausgedehnten Schichtwellenleitern zweidimensionale Linsen, Gitter, Prismen und Wellenleiter nach dem 
gegenwartigen Stand der Technik herstellbar sind. Die Reagensphase kann auch als Dunnschichtelement ausgefuhrt werden. Im 
Falle der Anwendung eines lumineszierenden Indikatorprinzips kann die Reagensphasenkugel auch aus einem 
lichtundurchiassigen Material bestehen. Das heifit, dann bildet die Reagensphase kein Transmissionselement, sondern der 
Analyt bewirkt, gegebenenfalls bet Llchteinstrahlung mittels einkoppelnder Faseroptik, eine Lumineszenzlosung der 
lumineszierenden Reagensphase, oder der Analyt erzeugt Lumineszenz. 

Fig. 6 bzw. 7 stellen eine Losungsvariantefur eine faseroptische MeBvorrichtung In MeRfuhlerform bzw. DurchfluR- 
MeSfuhlerform dar, wobei optische MeBanordnungen nach den Prinzipskizzen der Fig. 3 bis 5 angewendet werden. 
Das Bauprinzip nach Fig.6 und 7 geht von der Anwendung einer optisch abblldenden Reagensphasenkugel 19 (Durchmesser 
< 2mm) aus. Letztere ist nach dem „Wegwerf"-Prinzip auswechselbar und exakt in der optimalen optischen Anordnung 
bezGglich der Ubertragungseigenschaften positionlert, und zwar zwischen einer in einer Metallkaniile 20 befindlichen 
Faseroptik 21 (kommerzielle „ Aderleitung" 22) und einer an der zweiten Metallkaniile 26 fixierten reflektierenden Ebene 23 (z. B. 
eine polierte Stirnfiache eines Metallzylinders 24, senkrecht zur optischen Achse, oder ein Konkavspiegel). Beide Metallkanillen 
sind mittels losbarer Steckverbindung vom Typ „Siemens" inoinandergefugt (vgl. Fig.6), wobei in der Hohe der Reagensphase 
mindestens zwei Offnungen 25 (zum Eindringen des Analysengutes) angebracht sind. Zwei Mikro-Spiraffedern 27, vorzugsweise 
aus Nickei-Titan-Leglorung, gestatten, die Reagensphasenkugel ohne Nachjustage einzulegen, so daft kein axlaler und 
Winkelversatz des optischen Strahlenganges durch Umspulen von Fliissigkeiten moglich ist. 

Eine stabile Positioriierung der Reagensphasenkugel ist durch das Bauprinzip der inetnandergefugten MetallkanGlen auch ohne 
Einlegen in Mikro-Spiralfedern ausreichend gewahrieistet. Die reproduzierbare Lage der Reagensphasenkugel 19 wird erreicht 
durch einseitigec Fugen der Reflexionsflache 23 mittels LaserschweiBverfahren3. Die gegebenenfalls eingesetzte Nickel-Titan- 
Legierung erweist sich u.a. wegen der Vertraglichkeit mit biologischem Material Insbesondere bei In-vivo-Messungen als 
vorteilhaft. 
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In Fig. 7, wird oine DurchfluftWvleftftihler-Varlante (vgl. Ziffern 28-31) gozeigt, die das Vermessen einer Analyt* 
Konzentrationsanderung nach dom Durchfluftprlnzip gestattet. Dabei ist die Meftanordnung {vgl, Ziffern 20 bis 27, Fig. 7a) 
geelgnet, in elne DurchfluBmeftzelle eingesetzt zu warden. Die Anordnung ist Jadurch gekcnnzeichnet, daft vorzugsweise eln 
dlckwandiges Kunststoffrohr 28 mit elnem maxlmalen Innendurchmesser glelch dem Durchmesser der Offnungen 25 Im 
MeftfUhlor (in Hoho der Reagensphase) mit beldseitigen Schlauchanschltissen 29 (fUr den Anschluft einer Umwfllzpumpe) 
verwendet wird. Das Kunststoffrohr 28 ist mit zwoi gegenUberllegenden Bohrldchern 31 versehon, deren Durchmesser gleich 
dem Durchmesser (Nulltoleranz wegen Abdichtung) vom Meftftihler (KanGle 26) slnd, Die Wandsta rke der Durchfluftzelie (hler 
Kunststoffrohr) sollte etwa zehnmal grdfter als der Innendurchmesser seln, damit elne hlnreichende mechanlsche Festigkeit 
gewfihrleistet 1st. Die einwandfreie Funktionsweise der beschriebenen MeSvorrichtung ist gegoben, wenn der Meftfuhlor so in 
den gegenOberllogenden Bohrlbchern positionlert 1st, daft die geometrlsche Achse der Durchfluftzelle, d. h. des Kunststoffrohrs, 
durch die Mitte der gegenilborllegenden flffnungon (in H6he der Reagensphase) des Meftftihlerszefgt. Soil prozefthegf eitend die 
(Licht-) Wellenlfingenabhanglgkeit fUr verschiedene Analyte gleichzoitlg vormessen werden, so kflnnen Durchfluftzellen mit 
senkrecht zu den Achsen von Durchfluftzelie und MeftfGhler In H6he des Meftftihlers elngebaute Einblickfenster fOr Faseroptiken 
verwendet werden. Die Verwendung von genormten optoelektronischen Bauelementen, wife Steckverbinder, elnschlieftlich 
Muffen, Strahlenteller, Koppeloptiken und Strahtungsdetektoren, sowie Anregungslichtquellen ermoglichen niedrige 
Herstellungskosten und bei Einsatz von Impulslichtquellen und entsprechenden olektronlschen Bauelomenten slnd 
zeitaufgeldste Messungen auch im on-line-Betrieb kostengQnstlg mogilch. 

Die Roagensphasen-Kugellinsen kommen jedoch auch in einer einfachen mlniaturisierten faseroptischen Meftzelle im 
Durchlichtbetrleb zur Bestimmung von Stoffkonzentrationen zum erfindungsgemaften Elnsatz. Belspielsweise lassen sich 
Oxldasesubstrat-Konzentrationen, wle Glucose- oder HarnsSurekonzentratlon (vgl. Beispiele 4 und 5) faseroptisch bestimmen, 
Indem die Lichtintensitatsanderung be! X M ix. s 520 oder 560 nm, z. B. ausgehend von einer Reagensphasenkugel (s. Belspiel 1 
bzw. 2) vom Typ a (Variante 1 ) oder Typ b (Variante 3) unter Zusatzeiner katalytischen Menge der entsprechenden Oxidase, z. B. 
Glucoseoxidase oder Uratoxldase vermessen wird. Die Meftzelle (maximales Fassungsvolumen : 1 50ul) wird z. B. aus Edelstahl 
angefertigt und besitzt eln ZufluB- und Abfluftrohr, was gegebenfails auch die Anwendung des Durchfluft-Meftprinzips 
ermoglicht. In der Meftzelle befindet slch etna Reagensphasen-Kugellinse, z. B. vom Typ a, Durchmesser: 0,5mm. Die 
Reagensphasenkugel ist zwischen zwei slch exakt gegenQberstehenden KanGlenrohrenden positionlert, so daft die Rohrenden 
die Kugellinse teilweise umschlieften. Eines dor Kanulenrohre 1st in Rlchtung der Lfingsachse federnd gelagert, wodurch eln 
Auswechseln der Reagensphase m6glich wird. In den KanOienrohren ist je elne Faseroptik (Durchmesser: 50pm) fixiert, so daft 
die Faseroptiken an der Reagensphasenkugel als Transmlssionsetement anllegen, d.h. elne optisch gekoppeite Anordnung 
vorllegt. Die Anordnung gestattet, die Anderung der Lichtilbertragungseigenschaften der Reagensphasenkugel zu bestimmen, 
indem das mittels elnkoppelnder Faseroptik eingestrahlte Licht nach Passieren der Reagensphasenkugel mittels der 
auskcppelnden Faseroptik (die der einkoppelnden Faseroptik gegenuberliegt) einer Lichtmefteinrichtung zugefuhrt wird. Die 
Lichtmefteinrichtung besteht im einfachsten Falle aus einer Si-Diode, einem StrommeftgerMt und elnem y, t-Schrelber. Die 
analytkonzentrationsabhangige optische SignalstSrke wird z. B. durch 1 g (l 0 /lt) oder 1 g (l 0 /lt)/At gebildet, wobei l t die 
Lichtintensitat zur Zeit t, l 0 die Lichtintensitat zur Zeit t = 0 symbollsieren. Zwischen der optischen Signalstarke und der 
Analytkonzentration liegt eine lineare Beziehung vor (vgl. Beispiele 4 und 5). 

Der erfindungsgemafte Reagensphasen angepaftte Meftfiihler-Prototyp gestattet bel gegebenenfalls moglicher Sterilisierung 
den Elnsatz be! In-vivo-Messungen. Dabei erweist slch das Bauprinzip, insbesondere durch weitgehende Verwendung von 
kommerziellen Bauteilen, als kostengilnstig. Die miniaturisierten „Wegwerf "-Reagensphasen-Kugellinsen sind geelgnet, in 
faseroptischen Multi-Sensoren bzw. Multi-Dosimetern erfindungsgemaft einzusetzen. 

Die erfindungsgemSSe faseroptische Meftvorrichtung zur Bestimmung von Stoffkonzentrationen bletet den Vorteil, daft sie 
kostengilnstig herstellbar ist und darOber hinaus auch In miniaturisierter Form eine Analyt spezlf ische, optisch wirksame, 
austauschbare und in Ihr6r Positionierung reproduzierbare Reagensphase aufweist, wodurch auch nicht reversible 
Indikatorsysteme ausgenutzt werden konnen. 



Ausfflhrungsbelsplele 

Bestimmung der Glucoseoxidase- (GOD-) EnzymaktivitSt pro mg Reagensphase: 
Reaktionsprinzip: 

P-D-Glucose + Benzochinon go£> Glucolakton + Hydrochinon 

Die Hydrochinonbildung pro Minute, die durch Extinktionsanderung bei A M *x' ■ 290nm (Absorbtionskoeffizient « 2,56cm 2 /uMol) 
angezeigt wird, dient als Maft fUr die GOD-Enzymaktivit8t. Als AusgangslSsungen werden elne 1 mmolare Glucoseldsung bzw. 
eine 0,1%ige Chinonldsung jeweils in Mc llvaine-Puffer (pH5,5) eingesetzt. 
Bestimmung der Peroxidase-Enzymaktivitat pro mg Reagensphase: 
Reaktionsprinzip: 

H 2 0 2 + Hydrochinon Benzochinon + 2H 2 0 

Die Chinonbildung pro Minute, die durch ExtinktionsSnderung bei A M8X . - 245nm (Absorbtionskoeffizient = 29,6cm 2 /uMol) 
angezeigt wird, dient als Maft fur die POD-Enzymaktivitat. Als Ausgangslosungen werden eine ca. 20mmolare H 2 0 2 -L8sung und 
eine Hydrochinonlosung in Phosphat-Puffer (pH6) eingesetzt. 

Belspiel 1 Bereitung von Reagensphasen vom Typ P(H 2 0 2 -tndikator) 

Ein Gemisch aus 100 mg ReagenstrSger-Kugeln (0 ca. 0,8mm), Polystyrolderivat mit S0 3 -Gruppen- und 0 r 5% DVB-Gehalt) und 
2 cm 3 einer lOmmolaren N,N-Diathyl-p-Phenyldiamin-Hydrochlorid-L6sung in 0,2molarer Na-acetat-Pufferlosung (pH4) wird 
90Min. bei Raumtemperatur geschuttelt. Anschlieftend werden die Kugeln 4 bis 5ma! mit bidest. Wasser gewaschen, frei von 
uberschussigem p-Phenylendiaminderivat-Hydrochlorid. Danach sind die Polystyrolderivat-Kugeln als Reagensphasen in einer 
faseroptischen Meftanordnung zur Bestimmung von H 2 0 2 - bzw. Oxidasesubstrat-Konzentrationen (in Kombination mit der 
entsprechenden Oxidase) einsetzbar, 



! 
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Beispiei 2 Bereitung einer Reagonspha80VomTypP(Ha0 2 -lndlkator # GOD) , « nnnniu 

Eln Gemisch aus 50mg Reagensphasan dos Typs P(H 2 O r lndikator), z. B. aus Beispiei 1, und 1 cm 3 einer GOD-L6sung 1 00OU/ 
cm 3 ) In bidest, Wnsser wird 2Stdn. bei Raumtemparatur geschuttelt, AnschileBond werden die Reagonsphason-Kugeln 4 bis 
5mal mit bidest. Wasser gewaschen, frel von Uberschttsslger GOD. Die Polystyroldorivat-Kugeln, die H 2 O r lndlkator und GOD- 
Enzymaktivitat (3,0 x KT 1 U pro mg Roagensphasen enthnlten, slnd els Reagensphase) in einer faseroptischen MeGanordnung 
zur Bostimmung von Glucose-Konzentrationeinsetzbar. 

Beisp(el3 Bereitung einer ReagensphasevomTypPtHa0 2 -lndikator # GOD, POD) 

Ein Gemisch aus BOmg Reagensphasen-Kugeln des Typs P(H 2 O r lndlkator, GOD), z. B. aua Beispiei 2, und 1 cm einer POD- 
Losung {BOO U/cm J ) in bidest. Wasser wlrd 2 Stdn. bei Raumtemperatur ge jchilttelt. AnschlleBend werden die Reagenspnasen- 
Kugeln 4 bis 5mal mit bidest. Wasser gewaschen, frel von OberschOsslger i>OD. Danach sind die Reagensphasen-Kugoln in einer 
faseroptischen MeBanordnung zur Bestimmung von Glucose-Konzent ationen elnsetzbar. 

Beispiei 4 Faseroptlsche Bestimmung einer Glucose-Konzentratlonsrelhe 

Dlefaseroptische Messungerfolgte in einer mlniaturisierten MeBzolle (max. Fassurgsvolumen: 150ul),wobei nach jedem 
Analyt-Konzentratlons-MeBwert die Reagensphase in der MeBzelleausgewechsolt wurde. 

a) BeiElnsatzvonReagensphasen-KugelnnachBelspIell^^ 

MeBzelle mit jewells 100u1 einer Glucose-Konzentrationsreihe beschickt, Jeweils 20ul einer GOD-L6sung (1 6U/mi) hinzugesetzt 
und im Durchlichtbetrieb (bei X - 560 nm) die IntensitatsBnderung der LichtObertragung gegen die Zeit vermessen. In Fig. la 1st 
die „optische Signalstarke" IS) gegen die Glucose-Konzentration dargestellt. Dabei wurde S « (Alg l 0 /l,)/At eingesetzt, woboi l D 
dielntensitfitzurZoit„t»0"undl l dielntenntatzurZoit w rsymbollsIeren. 

b) Bei Einsatz von Reogensphasen-Kugelnnach Beispiei 2 (Polymer-Vernetzungsgrad: 8%DVB-Gehalt),Typ P(H 2 Orlndikator, 
GOD), wurde die MeBzelie mit Jewells 100 ul einer Glucose-Konzentrationsrelhe beschickt (ohne GOD-Zusatz zum Analysengut!) 
und im Durchlichtbetrieb, wie bei Beispiei 4 a angefUhrt, vermessen und die MeBergebnisse in Fig. 1 b dargestellt. 

Beispiei 5 Faseroptlsche Bestimmung einer HarnsaureKonzentrationsrelhe 

Die faseroptischen Messungen erfotgten In einer mlniaturisierten MeBzelie, wie unter Beispiei 4 angefflhrt. 

Bei Einsatz von ReagensphasenKugeln nach Beispiei 1 (Polymer- Vernetzungsgrad: 2% DVB-Gehalt),Typ P(H 2 0 2 -lnd kator}, 

wurde die MeBzeile mit jeweils 100ul einer Harnsauro-Konzentrationsreihe beschickt, 20 ul einer Uratoxidase-Losung 1 1 U/ml 

Borax-Losung, pH9,2) hinzugesetzt und im Durchlichtbetrieb (bei X - 560 nm) nach der Verfahrenswelse, wie unter Beispiei 4 

angefuhrt, vermessen und die MeBergebnisse In Fig. 2 dargestellt. 

Prinzipskizzen optisch wirksamer Reagensphasen-Anordnungen 

Fig. 3: 1 Faseroptlk 

2 Faseroptik-Endflache 
3LichtbUndel 
4 Reagensphase 
BHauptebene 

6Konkavspiegel oderPlanspiegel 
Fig. 4: 7 Faseroptlk 

8 Faseroptik-Endf lache 

9 optisches Element 
10Reagonsphase 
11Konkavspiegel 

Fig. 5: 12 einkoppelnde Faseroptlk 

1 3optisches Element (z. B. Kugellinse) 

14 Reagensphase 

15 Spiegel 

1 6, 1 7 und 1 8 auskoppelnde Faseroptiken 
Fig. 6: 20 MetallkanOie 

21 Faseroptik 

22 kommerzielle „AderIeitung" 
26Metallkanule 

Fig.7 a: 1 9 Reagensphasen-Kugel 
20Metalikanule 

21 Faseroptik 

22 kommerzielle „Aderleitung" 
23Reflexionsebene 

24 StirnflSche eines polierten Metallzylinders 



4} Uratoxidase pll2llcherHerkunf1,Entwicklungsprodukt des ForschungazentrumsfGr Biotechnologle, Berlin. 
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26dffnungderMotallkan0le26 
26MetatlkanUle 

27Mlkro-Spiralfodorn 
28Kunststoffrohr 
29und30Schlauchan6chl0sso 
31 gegenOborltogendaBohrldcher 
Fig. 7 b: 19Reagensphason-Kugol 
20Motallkan0te 
21 Fosoroptik 
. 22 kommonlollo ^Aderloltung - 
25 Offnung dor MetallkanUle 26 
26MotaHkaru)lo 
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Fig- 1a 

FASBROPTISCHB BBSTIUMUNO BINBR QLUCOSB-KOKZEHTRATIONSRBIHK 
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Fig. 1b 



FASRROPTISCIffi BK3TIMMUKG BINER GLUC03B-K0NZKNTRATI0K3RBIHK 
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Fig. 2 

FASBROPTISCHB BE3TIMMUUG BIKER IURHSAURK-K0NZBNTRATI0H3RBIHB 
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AB Fiber-optic (bio)sensors are described which contain a reagent phase separable from and optically 
coupled to the fiber optics, so that the reagent phase can be exchanged or replaced in a reproducible 
position relative to the fiber optics. The reagent phase contains immobilized biol. components and/or an 
indicator system, and its optical properties (absorbance, fluorescence, luminescence) change on 
exposure to the analyte. This arrangement reduces the cost of sensors which utilize irreversible 
reactions, unstable biol. components, etc., as the reagent phase may comprise a disposable component of 
the sensor. Thus, a crosslinked sulfated polystyrene bead 0.8 mm in diam. was shaken successively in 
solns. contg. N,N-diethyl-p-phenylenediamine-HCl (I; H202 indicator) and glucose oxidase, and 
washed. The bead was placed in a fiber-optic cuvette in which it acted as a lens which, together with a 
concave mirror, focused light emitted by the optic fiber back onto the tip of the fiber. On addn. of a 
glucose soln. to the cuvette, the change in absorbance of the bead due to I oxidn. by H202 formed in the 
glucose oxidase reaction was registered. Various configurations of the reagent phase are illustrated 
schematically. 
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BASIC-ABSTRACT: 

The cone, measuring device has a reagence phase acting as part of an optical system when its carrier is 
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